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La presente invention conceme un dispositif automatique de realisation 
d'une pluralite d'echantillons reactionnels a partir de plusieurs composants pour la 
mise en ceuvre de reactions chimiques ou biologiques en milieu liquide, notamment 
le dosage d'au moins un composant particulier dans un prelevement biologique. 

De nombreuses methodes ont ete developpees pour 1'identification, la 
detection ou la quantification d'analytes dans des composants chimiques ou 
biologiques. 

Ces methodes sont basees le plus souvent sur la formation de complexes 
par reaction d'affinite entre membres d'une paire de liaison specifique. 

Des reactions, de type ligand/recepteur, resultent par exemple 
d'interactions entre un antigene et un anticorps specifique, d'une hybridation entre 
deux sequences d'acides nucleiques complementaires ou d'un phenomene de 
reconnaissance entre le site de liaison d'une proteine, par exemple une enzyme, 
hormone, ou autre entite biologique, et son ligand, substrat ou recepteur. 

La formation d'un complexe d'affinite permet de mettre en evidence la 
presence de I'analyte recherche dans I'echantillon. Get analyte peut eventuellement 
etre quantifie, s'il est possible de separer les formes complexees de celles restees a 
I'etat libre, ou de mesurer le taux d'occupation des ligands specifiques de I'analyte. 

Ce type de methode de detection et quantification d'un analyte present 
dans un composant, parfois a I'etat de trace, offre un grand interet pour les 
laboratoires de recherche ou d'analyse, notamment les laboratoires d'analyse 
clinique ou biologique. 

Toutefois, pour une utilisation en routine, les methodes doivent pouvoir etre 
appliquees simultanement sur un grand nombre de composants. En outre, pour un 
meme composant, il est souvent necessaire de reatiser plusieurs tests afin de 
mettre en evidence la formation de differents complexes, de doser plusieurs 
analytes de ce composant. 

Par ailleurs, dans le domaine de I'analyse genetique, la technique de 
■'amplification genique nommee « Polymerase Chain Reaction » (PCR) permet 
notamment a partir de prelevements d'ADN d'identifier des sequences d'ADN 
marqueurs de maladies genetiques, d'identifier et d'isoler des sequences d'ADN en 
vue d'un clonage ou encore de doser quantitativement des sequences d'ADN 
particuliers. 

Cette technique permet d'amplifier dans un echantillon une sequence 
d'ADN particuliere en vue de I'analyser. 



Les echantillons reactionnels mis en oeuvre dans cette technique PCR, 
sont constitues de trois composants differents : le prelevement biologique contenant 
I'ADN, les amorces (oligonucleotides) specifiques de la sequence a analyser et le 
mix PCR comprenant la polymerase et les nucleotides. 
5 La mise en ceuvre d'une telle technique sur un grand nombre de 

prelevements d'ADN differents, necessite alors la mise en oeuvre d'un grand 
nombre d'echantillons reactionnels realises a partir du croisement d'au moins deux 
series de nombreux composants. 

Plus generalement, la caracterisation d'un grand nombre de proprietes 
1 0 chimiques ou biologiques sur un large panel de composants differents necessite la 
realisation d'un grand nombre d'echantillons a partir d'au moins deux series de 
nombreux composants differents. ® 

Afin d'abaisser les couts de mise en ceuvre de telles techniques de 
caracterisation, on est conduit actuellement a reduire autant que possible le volume 
1 5 des composants utilises. 

En particulier, dans le domaine de I'analyse genetique, la tendance actuelle 
est de reduire d'un facteur 1000 les volumes de composants manipules qui passent 
alors de quelques microlitres a quelques nanolitres. 

Ainsi, actuellement, se developpe la technologie des puces ADN 
20 (« microchips ») qui permet de realiser sur un support d'echantillons miniaturise, des 
reactions simultanees d'un grand nombre de reactifs avec un meme prelevement 
biologique. 

Toutefois, une telle technologie ne permet pas la realisation automatique 
d'un grand nombre d'echantillons reactionnels a partir d'au moins deux series de <|j| 
25 composants differents. 

Par rapport a I'etat de la technique, la presente invention propose un 
nouveau dispositif automatique permettant de realiser la distribution contrdlee de 
nanovolumes de composants liquides dans une plaque contenant un grand nombre 
de cavites miniaturisees afin d'effectuer de multiples melanges en nanovolumes 
30 pour realiser des echantillons reactionnels. 

Plus particulierement, selon I'invention, il est prevu un dispositif 
automatique de realisation d'une pluralite d'echantillons reactionnels a partir de 
plusieurs composants pour la mise en oeuvre de reactions chimiques ou biologiques 
en milieu liquide, notamment le dosage d'au moins un composant ou d'un analyte 
35 particulier dans un prelevement biologique, un tel dispositif comportant : 
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- une premiere plaque d'alimentation, notamment une plaque amovible du type 
microplaque, comportant N receptacles destines chacun a contenir un composant, 

- une deuxieme plaque d'alimentation, notamment une plaque amovible du type 
microplaque, comportant M receptacles destines chacun a contenir un composant, 

5 - une plaque d'echantillons amovible, comprenant une pluralite de cavites agencees 
sous la forme d'une matrice comportant au moins N lignes et au moins M colonnes, 
chaque cavite presentant un volume de Tordre de quelques dizaines de nanolitres, 
et etant destinee a contenir un melange de composants provenant des premiere et 
deuxieme plaques d'alimentation, 
10 - une micropipette piezoelectrique apte a prelever une quantite determinee de 
composants et a delivrer des gouttes de volume de Tordre du nanolitre, 

- des moyens pour deplacer la micropipette piezoelectrique selon au moins deux 
axes Y, Z perpendiculaires de sorte qu'elle puisse venir prelever dans chaque 
receptacle rempli des premiere et deuxieme plaques d'alimentation, la quantite 

1 5 determinee d'un composant, et 

- des moyens de deplacement relatif de la micropipette piezoelectrique et de la 
plaque d'echantillons, associes a des moyens de declenchement de tire de la 
micropipette de manidre que cette demiere delivre au moins une goutte de 
composant dans chaque cavite de la plaque d'echantillons. 

20 On entend par N receptacles, et M receptacles des premiere et deuxieme 

plaques d'alimentation, les receptacles destines a etre effectivement remplis avec 
un composant. II est bien entendu alors que ces premiere et deuxieme plaques 
d'alimentation peuvent contenir un nombre de receptacles superieur a N 
respectivement a M, avec un certain nombre de receptacles utiles non utilises. 

25 Ainsi, grace a la combinaison des moyens precites du dispositif selon 

I'invention, on peut realiser des milliers d'echantillons differents a I'heure dans des 
volumes de quelques nanolitres en vue d'effectuer des reactions chimiques ou 
biologiques. 

Grace a la miniaturisation des volumes d'echantillons on reduit ainsi le cout 
30 desdites reactions chimiques ou biologiques. 

L'automatisation du dispositif outre le fait qu'elle permet d'obtenir une 
cadence elevee de production de plaques d'echantillons, elle permet de respecter 
de bonnes conditions de securite et d'hygiene. 

Selon d'autres caracteristiques avantageuses et non limitatives du dispositif 
35 selon Tinvention : 
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- Le emplacement relatif de la micropipette piezoelectrique et de la plaque 
d'echantillons, est continu et les moyens de declenchement de tir sont aptes a 
declencher des tirs de la micropipette a intervalles de temps reguliers en fonction de 
la Vitesse constante de deplacement relatif de ladite micropipette et de la plaque 

5 d'echaritillons, independamment de la presence ou non d'une cavite de la plaque 
d'echantillons au droit de la micropipette. 

- Les moyens de deplacement relatif, sont des moyens d'avancement de la plaque 
d'echantillons selon un axe X parallele aux lignes de la matrice des cavites et/ou 
selon un axe Y parallele aux colonnes de la matrice des cavites, la micropipette 

10 piezoelectrique restant fixe au-dessus de la plaque d'echantillons pendant le 
remplissage desdites cavites. 

- Les moyens de deplacement relatif sont des moyens d'avancement de la 
micropipette selon des axes X et/ou Y paralleles respectivement aux lignes et aux 
colonnes de la matrice de cavites de la plaque d'echantillons qui reste fixe en 

1 5 dessous de la micropipette pendant le remplissage desdites cavites. 

- Les moyens d'avancement comprennent un moteur pas a pas ou a courant 
continu, et les moyens de declenchement de tir comprennent ti#compteur des pas 
du moteur apte a envoyer un signal de declenchement de tir tous les Ni pas. 

- La micropipette piezoelectrique est apte a compter le nombre de gouttes qu'elle 
20 delivre et a s'arreter de tirer au bout d'un nombre determine de gouttes delivrees. 

- Le dispositif comporte un plateau refrigerant supportant la plaque d'echantillons. 

- II est prevu au moins un systeme optique, tel que I'emission/reception d'une nappe 
laser, au droit de la plaque d'echantillons, apte a compter le nombre de gouttes 
delivrees a chaque tir de la micropipette piezoelectrique, et a transmettre ce nombre 

25 a un dispositif de coordination pour qu'un ordre de second passage au droit d'une 
ou plusieurs cavite(s) soit envoye a la micropipette lors d'un ecart constate entre le 
nombre de gouttes tirees comptabilise et le nombre de gouttes theorique prevu. 

- Le dispositif comporte un autre micropipette piezoelectrique identique a la 
premiere, les deux micropipettes fonctionnant en alternance. 

30 - Le dispositif comporte une station automatique de lavage associee a chaque 
micropipette piezoelectrique assurant la decontamination de celle-ci. 

- Chaque station de lavage comporte des moyens de remplissage de la micropipette 
piezoelectrique avec un liquide transporter et des moyens optiques de verification 
du bon remplissage d ladite micropipette. 

35 - Chaque micropipette piezo ' lectrique comporte deux parties conductrices separees 
par un materiau non conducteur, electriquement reliees en partie superieure a un 



systeme electrique, de sorte que lorsque I'orifice de la micropipette piezoelectrique 
entre en' contact avec un composant d'un receptacle de la premiere ou de la 
deuxieme plaque d'alimentation, il se produit une fermeture du circuit electrique 
forme par les deux parties conductrices reliees electriquement de ladite 
micropipette, qui commande I'arret du deplacement vertical de la micropipette. 

La description qui va suivre en regard des dessins annexes, donnes a titre 
d'exemples non limitatifs, fera bien comprendre en quoi consiste I'invention et 
comment elle peut etre realisee. 

Sur les dessins annexes : 

- la figure 1 est une vue schematique en plan d'un mode de realisation du dispositif 
automatique selon I'invention, 

- la figure 2 est une vue partielle en coupe transversale de la plaque d'echantillons 
du dispositif automatique selon I'invention, et 

- la figure 3 est une vue schematique de detail de la figure 2. 

Sur la figure 1,ona represents un dispositif automatique 100 de realisation 
d'une pluralite d'echantillons a partir de plusieurs composants pour la mise en 
ceuvre de reactions chimiques ou biologiques en milieu liquide, ici en particulier la 
technique d'amplification genique (technique PCR). 

Ce dispositif 100 comporte une premiere plaque d'alimentation 110, ici une 
plaque amovible du type microplaque qui comporte 96 puits ou cavites d'une 
capacite de I'ordre de 100 a 300 microlitres, destines chacun a contenir un 
composant, ici un prelevement d'ADN. 

Avantageusement, chaque receptacle contient un composant different. 

II comporte en outre une deuxieme plaque d'alimentation 120, ici identique 
a la premiere plaque, c'est-a-dire une plaque amovible du type microplaque 
comportant 96 puits ou cavites, destines chacun a contenir un composant. Dans le 
cas particulier decrit, les composants places dans les cavites de la deuxieme plaque 
d'alimentation 120, sont des amorces qui peuvent etre fluorescentes, constitutes 
par des oligonucleotides specifiques des sequences d'ADN particulieres a amplifier. 

II est egalement avantageux que chaque receptacle de la deuxieme plaque 
d'alimentation 120 contienne un composant different. 

II est prevu une plaque d'echantillons 130 amovible, qui comprend une 
pluralite de cavites 134 (voir figure 2) agencees sous la forme d'une matrice 131, ici 
une matrice carree qui comporte 100 lignes et 100 colonnes par exemple. 

Chaque cavite 134 de la plaque d'echantillons 130 presente un volume de 
Tordre de quelques dizaines de nanolitres, ici de I'ordre de 60 nanolitres, et est 
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destinee a contenir un melange de composants provenant des premiere et 
deuxierhe plaques d'alimentation 110, 120. 

Plus particulierement, la matrice 131 de la plaque d'echantillons 130 
presente ici une longueur et une largeur d'environ 5,5 cm, les cavites 134 sont 
5 espacees successivement en ligne d'une longueur d 2 de I'ordre de 150 jam (voir 
figure 3) . Elles presentent une largeur dj d'environ 400 urn pour une profondeur h 
(voir figure 2) de I'ordre de 400-500 |am. 

La plaque d'echantillons 130 est constitute d'une tranche support en verre 
131b f transparente aux rayons UV, sur laquelle est collee chimiquement (« chemical 
10 bonding » ou « anodic bonding ») une grille de silicium 131a dont les trous 
correspondent aux cavites 134 de la plaque d'echantillons. Cette grille de silicium 
131a est realisee a partir d'une tranche de silicium (« Wafer ») masquee et percee 
par photolithogravure. 

La premiere plaque d'alimentation 110 et la deuxieme plaque 
15 d'alimentation 120 sont disposees de part et d'autre de la plaque d'echantillons 130 
selon un axe X, sur un banc 1 01 . 

Comme cela sera decrit plus en detail ulterieurement, ce banc 101 est ici 
apte a se deplacer en translation selon I'axe X. 

II est interessant de noter que selon une caracteristique avantageuse du 
20 dispositif 100, la plaque d'echantillons 130 est disposee sur un support refrigerant 
non represente, de sorte que la quantite faible de produit qui arrive dans chacune 
des cavites de la matrice 131 de la plaque d'echantillons 132, soit refroidie et 
eventuellement congelee. 

On limite ainsi ['evaporation du produit place dans chacune des cavites de 
25 la plaque d'echantillons. 

Selon I'exemple represente, il est prevu a proximite de la plaque 
d'echantillons 130 sur le banc 101, deux recipients 151, 152 disposes 
symetriquement de part et d'autre de I'axe X du banc 101 et destines a contenir 
chacun un autre composant, ici le melange mix PCR qui contient une polymerase et 
30 les nucleotides. Ces recipients 151, 152 sont aptes a contenir 100 a 500 microlitres 
de produit. 

Le dispositif 100 comporte une premiere micropipette piezoelectrique 141 
apte a prelever un quantite determinte de composant tad' livrer des gouttes de 
composant d'un volum de I'ordre du nanolitr . 
35 La quantite prelevee par la micropipette piezoelectriqu 141 est d I'ordre 

du microlitre. Bien entendu, on peut prevoir qu'elle preV ve plusieurs microlitres. 



Cette micropipette 141 est montee sur un bati 103 motorise du dispositif 
100 de 4 maniere a pouvoir se deplacer selon un axe Y transversal a I'axe X situe 
dans le meme plan que celui-ci, et selon un axe Z perpendiculaire aux axes X et Y 
de sorte qu'elle puisse venir prelever dans chaque receptacle rempli des premiere 
et deuxieme plaques d'alimentation 110, 120, la quantite determinee d'un 
composant, comme cela sera decrit ulterieurement. 

De maniere generate, il peut etre prevu dans le dispositif 100 selon 
Tinvention, des moyens a moteur pour deplacer la micropipette piezoelectrique 141 
selon les axes X, Y, Z perpendiculaires. 

Dans I'exemple represente, il est egalement prevu une deuxieme 
micropipette piezoelectrique 142 identique a la premiere micropipette 
piezoelectrique 141 disposee symetriquement a la premiere par rapport a I'axe X de 
telle sorte que les orifices des micropipettes soient parfaitement alignes sur un 
meme axe Y. 

La deuxieme micropipette piezoelectrique 142 est montee sur un bati 102 
motorise de maniere a pouvoir se deplacer selon les axes Y et Z perpendiculaires. 
Ici aussi, on peut prevoir qu'elle soit deplafable selon I'axe X dans une variante de 
realisation non representee. 

Les deux micropipettes piezoelectriques 141, 142 sont aptes a fonctionner 
en altemance pour remplir les cavites disposees en lignes et en colonnes de la 
matrice 131 de la plaque d'echantillons 130. 

II est prevu des moyens de deplacement relatif de chaque micropipette 
piezoelectrique 141, 142 et de la plaque d'echantillons 130, associes a des moyens 
de declenchement de tir de chaque micropipette 141, 142 de maniere que cette 
derniere delivre au moins une goutte de composant dans chaque cavite 134 de la 
plaque d'echantillons 130. 

Ici, avantageusement, le deplacement relatif de la micropipette 
piezoelectrique 141, 142 et de la plaque d'echantillons 130, est continu et les 
moyens de declenchement de tir sont aptes a declencher les tirs de la micropipette 
piezoelectrique correspondante 141, 142 a intervalles de temps reguliers en 
fonction de la vitesse constante de deplacement relatif de la micropipette 141, 142 
et de la plaque d'echantillons 130, independamment de la presence ou non d'une 
cavite 134 de la plaque d'echantillons 130 au droit de la micropipette 141, 142. 

Pour cela, il est prevu pour remplir les cavites en lignes de la matrice 131 
de la plaque d'echantillons 130, selon le mode de realisation represente sur la figure 
1 , que le moyen de deplacement relatif comporte des moyens d'avancement de la 
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plaque cTechanti lions 130 selon I'axe X parallele aux lignes de la matrice 131 de 
cavites 134, la micropipette piezoelectrique correspondante 141, 142 restant fixe 
au-dessus de la plaque d'echantillons 130 lors du remplissage des cavites de cette 
demiere. 

5 Lesdits moyens d'avancement comportent un moteur pas a pas ou a 

courant continu et les moyens de declenchement de tin comprennent un compteur 
de pas du moteur apte a envoyer un signal electrique externe de declenchement du 
tirtous les Ni pas. 

Plus particulierement, selon I'exemple represents, chaque micropipette 
10 piezoelectrique 141, 142 presente avantageusement une frequence d'ejection de 
1000 hertz ce qui lui permet de delivrer 10 gouttes de 1 nanolitre en 10* 2 seconde. 

II est interessant de souligner que la frequence d'ejection de la micropipette 
piezoelectrique ne doit pas etre trop elevee pour eviter tout risque de desamorfage 
(par cavitation) de cette demiere. 
-j 5 La frequence d'ejection est alors choisie de maniere optimale pour qu'elle 

soit suffisamment elevee tout en evitant les risques de desamor9age de la 
micropipette en cours d'action. 

Dans le cas typique, il est prevu qu'a chaque passage de la pipette 
piezoelectrique au-dessus d'une cavite, celle-ci delivre 10 gouttes de composant de 
20 1 nanolitre dans la cavite correspondante 134 de la matrice 131 de la plaque 
d'echantillons 130. 

Pourcefaire, la micropipette piezoelectrique 141, 142 effectue un tir de 10 
gouttes sur une distance d 3 de 100 urn au voisinage de chaque axe central de 
chaque cavite 134, comme cela est represents plus particulierement sur la figure 3. 
25 La pipette piezoelectrique delivre alors 10 gouttes de 1 nanolitre en 10* 2 

seconde sur une distance de 100 *im au voisinage de chaque centre de chaque 
cavite 134 de la matrice 131 de plaque d'echantillons, ce qui permet de determiner 
la Vitesse continue d'avancement de 10 mm/s de la matrice 131 de la plaque 
d'echantillons par rapport a la pipette piezo6lectrique fixe. 
30 Avantageusement, chaque micropipette piezoelectrique 141, 142 est telle 

qu'elle est apte a compter le nombre de gouttes qu'elle delivre et a s'arreter au bout 
d'un nombre de gouttes determine, fixe au prealable. 

Dans le cas present, elle s'arrete alors au bout de 10 gouttes d 
composant delivrees. 

35 Le moteur pas a pas ou a courant continu non repr'sente sur la figure 

permet de faire defiler en continu le banc 101 sur lequel se trouve la plaque 



d'echantillons, par exemple selon la fleche F comme representee sur la figure 3 a 
une vitfesse constante de 10 mm/s. Ce moteur compte ses pas et au bout d'un 
certain nombre de pas correspondant a la distance parcourue di + d 2l il envoie 
un ordre (par un signal electrique externe) a la micropipette piezoelectrique 
consideree 141, 142, de declenchement de tir des 10 gouttes de composant, alors 
que celle-ci se trouve en principe a proximite d'un centre d'une cavite 134. Le tir de 
la micropipette se deroule sur une distance d 3 egale a 100 p.m au bout de laquelle la 
micropipette qui a en principe compte 10 gouttes de composant s'arrete de delivrer 
le composant du produit. 

Le moteur pas a pas ou a courant continu qui continue a compter ses pas, 
fait avancer la plaque d'echantillons d'une distance d^egale a environ 500 \im avant 
d'envoyer un nouvel ordre de declenchement de tir a la micropipette 
piezoelectrique, celle-ci se trouvant normalement a proximite du centre de la cavite 
134 suivante sur une meme ligne, et ainsi de suite. 

II est a noter que ces moyens de declenchement de tir sont independants 
du fait qu'une cavite de la plaque d'echantillons se trouve au droit de I'orifice de la 
micropipette piezoelectrique, mais sont dependants de la vitesse d'avancement 
relatif de la plaque d'echantillons et de la micropipette, de sorte que lorsque la 
micropipette declenche un tir son orifice se trouve a proximite d'un centre d'une 
cavite. 

Bien entendu, selon une variante non representee, il peut etre prevu pour 
remplir les cavites en lignes de la matrice d'echantillons des moyens de 
deplacement de la micropipette par rapport a la plaque d'echantillons, cette demiere 
restant fixe. 

Ces moyens de deplacement de la micropipette peuvent etre un moteur 
pas a pas ou a courant continu qui compte ses pas et qui declenche le tir de la 
micropipette au passage de Textremite de cette demiere au voisinage d'un centre 
d'une cavite de la plaque d'echantillons comme cela a ete decrit precedemment. 

Un tel moyen de deplacement de la micropipette selon I'axe Y parallele aux 
colonnes de la matrice de la plaque d'echantillons, est utilise selon I'exemple decrit 
pour remplir les cavites selon les colonnes de la matrice. 

Le dispositif 100 comporte de part et d'autre de la plaque d'echantillons 
130 disposee sur le banc 101, des moyens de controle du nombre de gouttes 
delivrees dans chaque cavite, ici un systeme d'emission/r'ception d'une nappe 
laser 161, 162 dont le faisceau est aligne sur I'axe de deplacement des 
micropipettes. 
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Le" systeme d'emission/reception de la nappe laser 161, 162 est apte a 
comptabili'ser et a transmettre le nombre de gouttes delivrees dans chaque cavite 
par la micropipette piezoelectrique, a un dispositif de coordination, une comparaison 
entre le nombre delivre et le nombre theorique prevu (ici le nombre 10) est effectue 
5 par le dispositif de coordination et lors d'un ecart constate entre le nombre 
reellement delivre et le nombre theorique prevu, le dispositif de coordination envoie 
un ordre de second passage de la micropipette piezoelectrique au-dessus de la ou 
les cavite(s) concernee(s) de maniere a delivrer la ou les goutte(s) manquante(s). Si 
I'ecart constate est superieur a un seuil donne, le systeme est apte a enregistrer cet 

1 0 ecart dans un fichier informatique. 

Comme le montre la figure 1 , il est prevu dans le dispositif 100 pour chaque 
micropipette piezoelectrique 141, 142 une station automatique de lavage 170. D 
Chaque micropipette ayant sa propre station de lavage au plus proche de la pipette 
concernee. Ces deux stations de lavage 170 sont disposees symetriquement par 

1 5 rapport a I'axe X de part et d'autre du banc 101 alignees sur I'axe de deplacement 
des micropipettes. 

Chaque station automatique de lavage 170 est telle qu'elle permet entre 
chaque ligne ou colonne remplie de la matrice, de laver la micropipette avec de 
I'eau de javel par exemple. de facon a la decontaminer, et de la remplir avec un 
20 liquide transporter non mixible a I'eau, par exemple de I'octane. Avantageusement. 
il est prevu a chaque station de lavage 170, un moyen optique, tel qu'un faisceau 
laser 171 qui permet de controler le bon remplissage de la micropipette avec le 
liquide transporteur. 

En outre, le dispositif 100 comporte un systeme automatique de depose et if) 
25 de pose de couvercles 180 fixe sur un bati 105 motorise au-dessus du banc 101, a 
I'exterieur de la deuxieme plaque d'alimentation 120 (par rapport a la plaque 
d'echantillons). Ce systeme de depose et de pose 180 de couvercles comporte ici 
trois ventouses 181, 182, 183 disposees a I'extremite de bras s'etendant 
radialement a partir d'un point central, et est apte a se deplacer selon I'axe Z pour 
30 venir attraper un couvercle par exemple un couvercle 133 de la plaque 
d'echantillons, realise en verre transparent aux rayons UV, et lorsque la plaque 
d'echantillons 130 est placee en dessous dudit systeme 180. a deposer ce 
couvercle 133 sur la plaque d'echantillons 130 remplie pour la fermer. L systeme 
de depose et de pose 180 de couvercles est destine egalement a enlever les 
35 couvercles non representes des premiere et deuxieme plaques d'alimentation avant 
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la mise eh route du processus de remplissage de la matrice de la plaque 
d'echantillons. 

A I'opposee du systeme automatique de depose et de pose 180 de 
couvercles, il est prevu un systeme automatique de pose de joint 190 sur la plaque 
d'echantillons 130 avant de mettre en place le couvercle. Ce systeme 190 est monte 
sur un bati 104 au-dessus du banc 101 et est motorise de maniere a se deplacer 
selon les axes Z et Y de sorte que, lorsque la plaque d'echantillons 130 se presente 
en dessous de ce systeme 190, en avan?ant selon I'axe X, le deplacement selon 
I'axe Y du systeme de pose de joint 190 permet de placer un joint circulaire sur la 
plaque d'echantillons 130. Dans le cas ou la latitude de deplacement du banc 101 
est limite selon Taxe X, il peut etre prevu au niveau du systeme automatique de 
pose de joint 190, un autre systeme de depose et de pose de couvercle identique a 
celui decrit precedemment et destine a enlever et a remettre le couvercle de plaque 
d'alimentation 110 situee a proximite de celui-ci. 

Selon une caracteristique particulierement avantageuse, chaque pipette 
piezoelectrique 141, 142 du dispositif selon I'invention, comporte deux parties 
conductrices separees par un materiau non conducteur, reliees a un systeme 
electrique, de sorte que lorsque I'orifice de la micropipette entre en contact avec un 
composant d'un receptacle de la premiere ou la deuxieme plaque d'alimentation, il 
se produit une fermeture du circuit electrique, qui provoque I'arret de celle-ci au 
voisinage de la surface du liquide. 

La micropipette comporte ainsi un systeme detecteur de niveau de maniere 
a ce qu'elle ne s'enfonce pas de maniere excessive dans chaque receptacle de 
chaque plaque d'alimentation. 

Le fonctionnement du dispositif 100 represents sur la figure 1 est le 

suivant. 

Tout d'abord, le banc 101 se deplace selon I'axe X pour amener la plaque 
d'alimentation 110 en dessous d'un systeme de depose et pose de couvercle 180, 
de sorte que ce dernier enleve le couvercle de cette plaque, qui reste suspendu par 
les ventouses au-dessus du banc. 

En partant de la position au repos representee sur la figure 1 dans laquelle 
on considere que chacune des micropipettes 141, 142 est remplie correctement 
avec un liquide transporter, la premiere micropipette 141 se deplace selon I'axe Y 
pour venir au-dessus du banc 101 et la premiere plaque d'alimentation 110 se 
deplace selon I'axe X sur le banc 101 pour que I'orifice de la micropipette se trouve 
au droit du premier receptacle par exemple. 
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La premiere micropipette descend selon I'axe Z pour prelever une dose 
d'envirbn-1 microlitre du composant se trouvant dans le receptacle, puis remonte se 
positionner juste au-dessus de la plaque d'alimentation 110. On verifie alors le bon 
amorfage de la micropipette en redistribuant dans le receptacle quelques gouttes 
5 du composant. 

La plaque d'echantillons 130 vient alors se positionner en dessous de la 
micropipette de sorte que son orifice soit place au droit de la premiere cavite de la 
premiere ligne de la matrice 131 de la plaque d'echantillons 130. 

Puis le moteur pas £ pas ou a courant continu deplace le banc 101 pour 

10 faire avancer en continu la matrice 131 de la plaque d'echantillons selon Paxe X a la 
vitesse de 10 mm/s (comme decrit precedemment) la micropipette effectuant a des 
intervalles de temps reguliers des tirs de 10 gouttes de 1 nanolitre a une frequence 
de 1000 hertz, dans chacune des cavites de la premiere ligne de la matrice 131 de 
la plaque d'echantillons 130. 

15 A chaque tir de la micropipette, le systeme d'emission/reception de la 

nappe laser 161, 162 compte les gouttes delivrees. 

Lorsque la micropipette 141 arrive en bout de ligne, la plaque d'echantillons 
130 change de sens de parcours de sorte que les cavites de la matrice 131 deja 
remplies repassent en dessous de la micropipette pour que celle-ci delivre 

20 eventuellement des gouttes supplementaires dans certaines cavites qui comportent 
moins de 10 gouttes, I'ordre de correction ay ant ete obtenu grace au systeme 
d'emission/reception de la nappe laser 161, 162 tel que decrit precedemment. 

La micropipette 141 ayant effectue un deuxieme passage revient alors en 
se depla$ant selon I'axe Y au niveau de la station automatique de lavage 170 situee 

25 de son cote, pour etre lavee avec de Teau de javel (par exemple) et remplie de 
nouveau avec le liquide transporter. Elle se positionne alors en attente. 

La seconde micropipette 142 entre en action lorsque la premiere 
micropipette 141 a termine son second passage au-dessus de la premiere ligne de 
la plaque d'echantillons 130. 

30 La micropipette 142 effectue son mouvement de translation selon I'axe Y 

pendant que la premiere plaque d'alimentation 110 se deplace selon I'axe X de 
sorte que la micropipette 142 vienne se positionner au droit de la deuxieme cavite 
d la premiere plaque d'alimentation 110. Elle se deplace alors selon I'axe Z pour 
prelev r une quantite determinee de I'ordre de 1 microlitre du composant se 

35 trouvant dans cette cavite. 
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Lorsque la deuxieme micropipette 142 est remplie du deuxieme 
composant, elle remonte legerement selon I'axe Z afin de verifier son amor9age. 
Elle se deplace aussi selon I'axe Y pendant que le banc 101 amene selon I'axe X la 
plaque d'echantillons 130 en dessous de la micropipette 142 de sorte que son 
5 orifice se place au droit de la premiere cavite de la deuxieme ligne de la matrice 
131. Celle-ci avance sous Taction du moteur, comme decrit precedemment, et la 
micropipette 142 effectue a intervalles de temps reguliers des tirs de 10 gouttes a 
une frequence de 1000 hertz dans chacune des cavites de la deuxieme ligne de la 
matrice 131 de la plaque d'echantillons 130 lors du passage de i'orifice de la 

1 0 micropipette au voisinage du centre de chacune des cavites. 

De la meme maniere, arrivee en bout de ligne, la plaque d'echantillons 130 
change de sens de parcours et la matrice repasse en dessous de la micropipette 
142 de sorte qu'elle puisse effectuer des corrections de tir dans certaines cavites, 
I'ordre ayant ete obtenu grace au systeme d'emission/reception de la nappe laser 

15 161, 162. 

Ainsi de suite, en altemance les micropipettes 141, 142 remplissent les 
cavites en lignes de la matrice 131 de la plaque d'echantillons 132 avec les 
composants differents contenus dans les receptacles de la premiere plaque 
d'alimentation 110. 

20 Entre chaque cycle de distribution de la plaque d'echantillons, les 

micropipettes sont lavees dans leur station de lavage 170 et sont remplies du liquide 

transporteur, leur arnor$age ayant ete controle grace au dispositif a faisceau laser 

correspondent associe a chacune des stations de lavage 170. 

Le banc 101 se deplace selon I'axe X pour que le systerne de depose et 
25 pose de couvercle 180 repose le couvercle sur la plaque d'alimentation 1 10 et retire 

le couvercle de la deuxieme plaque d'alimentation 120. 

Puis vient le remplissage par colonne des cavites 134 de la matrice 131 de 

la plaque d'echantillons 130, avec les composants contenus dans les receptacles de 

la deuxieme plaque d'alimentation 120 du dispositif 100. 
30 Les micropipettes 141, 142 fonctionnent egalement en altemance une 

colonne sur deux. On decrira alors ci-apres seulement le remplissage d'une colonne 

de la matrice de la plaque d'echantillons. 

La micropipette 141 remplie du liquide transporteur adequate se deplace 

selon I'axe Y pour se placer au-dessus du banc 101 pendant que la deuxieme 
35 plaque d'alimentation 120 se deplace selon I'axe X pour venir en d ssous de I'orifice 

de la micropipette de sorte que celle-ci puisse prelever une quantite d' nviron 1 
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microlitre - du composant du premier receptacle de la deuxieme plaque 
d'alimehtation. On verifie Tamorfage comme decrit precedemment. 

La micropipette 141 se deplace alors selon I'axe Y pendant que le banc 
1 01 se deplace selon I'axe X de sorte que I'orif ice de la micropipette se trouve au- 
dessus de la premiere cavite de la premiere colonne de la matrice 131 de la plaque 
d'echantillons 132. 

La micropipette 141 se deplace alors a vitesse constante d'environ 10 
mm/s selon I'axe Y le long de la premiere colonne de la matrice, le mouvement de la 
translation de la micropipette etant assure par un moteur pas a pas ou a courant 
continu. 

La micropipette 141 effectue des tirs a intervalles de temps reguliers de 10 
gouttes a une frequence de 1000 hertz lors du passage de son orifice au voisinage 
du centre de chacune des cavites de la premiere colonne de la matrice. 

A chaque tir t le systeme d'emission/reception de la nappe laser 161, 162 
contrdle le nombre de gouttes delivrees dans la cavite correspondante. 

Arrivee en bout de colonne, la micropipette change de sens de parcours ef 
repasse au-dessus des cavites qu'elle vient de remplir pour effectuer d'eventuelles 
corrections dont I'ordre a ete obtenu grace au systeme d'emission/reception de la 
nappe laser 161, 162. 

Puis, la micropipette 141 revient a la station de lavage en se depla^ant 
selon I'axe Y pour etre lavee et remplie de nouveau avec le liquide transporter 
avant de se positionner en attente. 

La deuxieme micropipette 142 entre en action lorsque la premiere 
micropipette 141 a termine son deuxieme passage. Elle remplit alors les cavites de 
la deuxieme colonne avec des doses de 10 nanolitres du composant contenu dans 
le deuxieme receptacle de la deuxieme plaque d'alimentation. 

Ainsi, on remplit les colonnes et les lignes de la matrice 131 de la plaque 
d'echantillons 130 avec les differents composants des premiere et deuxieme 
plaques d'alimentation 110, 120. 

Le banc 101 se deplace selon I'axe X pour positionner la deuxieme plaque 
120 en dessous du systeme a ventouses 180 afin que celles-ci replacent le 
couvercle sur ladite plaque. 

Enfin, vient le remplissage des cavites 134 de la matrice 131 de la plaque 
d'echantillons 130 avec le mix PCR se trouvant dans les recipients 151. 



_Pour ce faire, la methode de distribution est identique au remplissage des 
lignes 'de la matrice tel que decrit precedemment, les deux micropipettes 
fonctionnant en altemance. 

Chaque micropipette 141, 142 venant d'abord au niveau du banc 101 pour 
prelever une dose du composant se trouvant dans le recipient 151, 152, puis la 
matrice 131 de la plaque d'echantillons vient en dessous de I'orifice de la 
micropipette et avance a vitesse constante et a chaque passage du centre d'une 
cavite, la micropipette delivre 10 gouttes du composant correspondent dans la 
cavite. 

Ainsi, la plaque d'echantillons 130 est totalement remplie avec deux series 
de composants differents et un composant commun : une premiere serie de 
composants provenant de la premiere plaque d'alimentation correspondant a une 
serie de prelevements d'ADN, une deuxieme serie de composants provenant de la 
deuxieme plaque d'alimentation correspondant a une serie d'amorces specifiques 
de sequences particulieres d'ADN, et un troisieme composant commun, le mix PGR. 

Le volume global de ces trois composants dans chaque cavite 134 de la 
matrice 131 de la plaque d'echantillons 130, est de I'ordre de 30 nanolitres. 

Comme nous Tavons deja explicite, il est avantageux que la plaque 
d'echantillons 132 soit disposee sur un systeme refrigerant de sorte que la quantite 
de composant arrivant dans une cavite de la matrice soit refroidie. On limite ainsi les 
problemes d'evaporation des quantites tres faibles distributes dans les cavites. 

Lorsque la plaque d'echantillons 130 est completement remplie, elle se 
deplace selon I'axe X au niveau du systeme de pose de joint 190, qui descend selon 
I'axe 2 au niveau de la plaque d'echantillons et se deplace selon I'axe Y pendant 
que la plaque d'echantillons 130 se deplace selon I'axe X, de maniere a deposer un 
joint circulate sur la plaque d'echantillons 130 autour de la matrice de cavites. 

Puis, la plaque d'echantillons remplie portant son joint peripherique se 
deplace selon I'axe X pour venir se placer en dessous du systeme 180 de depose et 
de pose de couvercles, qui prealablement est allee prendre par ses ventouses un 
couvercle 133 de la plaque d'echantillons 130, et le maintient au-dessus du banc 
101. 

Elle refoit alors le couvercle 133 en verre transparent aux rayons UV sur le 
joint qu'elle porte. 

La plaque d'echantillons 130 est alors prete a subir les traitements 
ulterieurs pour mettre en oeuvre ici la technique PCR. 
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Bien entendu, le dispositif 100 selon Tinvention permet de remplir la plaque 
d'echantiltons avec toutes sortes de composants en vue de mettre en oeuvre 
d'autres reactions chimiques ou biologiques en milieu liquide. 

Le dispositif 100 selon I'invention presente les avantages suivants. 
5 - II est entierement automatise et permet en un temps tres court proche 

d'une heure, de remplir une plaque d'echantillons comportant 10 000 cavites afin de 
realiser 10 000 echantillons differents d'un volume de quelques dizaines de 
nanolitres. 

Ceci est particulierement avantageux dans le domaine de I'analyse 
10 genetique ou I'on cherche a limiter les volumes reactionnels utilises. Le dispositif est 
aussi particulierement avantageux dans la mesure ou il realise NxM echantillons 
reactionnels a partir de N + M prelevements seulement 

- La plaque d'echantillons telle que decrite selon I'invention, est amovible et 
reutilisable apres lavage. 

15 - Le dispositif 100 permet de realiser une plaque d'echantillons en toute 

hygiene ce qui permet d'eviter les contaminations. Un tel dispositif permet 
egalement de realiser en toute securite des echantillons reactionnels a partir de 
composants dangereux. 

- Enfin, le dispositif 100 est particulierement avantageux dans la mesure ou 
20 il permet de preparer des melanges reactionnels dans une plaque etanche pouvant 

ulterieurement (apres stockage possible) etre envoyee dans un four pour y subir des 
cycles de temperature (par exemple pour la mise en ceuvre des reactions de PCR). 

Bien entendu, la presente invention n'est nullement limitee au mode de 
realisation decrit et represente, mais I'homme du metier saura y apporter toute 

25 variante conforme a son esprit. 

En particulier, il peut etre prevu que la matrice de la plaque d'echantillons 
ne soit pas une matrice carree mais une matrice comportant au moins N lignes 
correspondant aux N receptacles remplis de la premiere plaque d'alimentation 
remplie et au moins M colonnes correspondant au M receptacles remplis de la 

30 deuxieme plaque d'alimentation. 

Les premiere et deuxieme plaques d'alimentation peuvent etre de simple 
support de tubes a essai dans la mesure ou Ton cherche a stacker une quantite de 
produit plus importante que celle pouvant etr stock 'e dans I s micropuits des 
plaques du type microplaque. 

35 On peut prevoir que le dispositif selon I'invention comprenne un nombre 

superieur a 2 de micropipettes piezoelectriques fonctionnant en alternance 



( 
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synchronisee. Un tel dispositif peut egalement comprendre un plus grand nombre 
(superieur a 2) de plaque d'alimentation, pour preparer une plaque d'echantillons a 
partir d'un plus grand nombre de series de composants. 
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REVEMDICATIONS 



LDispositif automatique (100) de realisation d'une pluralite d'echantillons 
5 reactionnels a partir de plusieurs composants pour la mise en oeuvre de reactions 
chimiques ou biologiques en milieu liquide, notamment le dosage d'au moins un 
composant ou analyte particulier dans un prelevement biologique, caracterise en ce 
qu'il comporte : 

- une premiere plaque d'alimentation (110), notamment une plaque amovible du 
10 type microplaque, comportant N receptacles destines chacun a contenir un 

composant, 

- une deuxieme plaque d'alimentation (120), notamment une plaque amovible du 
type microplaque, comportant M receptacles destines chacun a contenir un 
composant, 

15 - une plaque d'echantillons (130) amovible, comprenant une pluralite de cavites 
agencees sous la forme d'une matrice (131) comportant au moins N Ji^es et au 
moins M colonnes, chaque cavite presentant un volume de I'ordre de quelques 
dizaines de nanolitres, et etant destinee a contenir un melange de composants 
provenant des premiere et deuxieme plaques d'alimentation (110, 120), 

20 - une micropipette piezoelectrique (141 ; 142) apte a prelever une quantite 
determinee de composant et a delivrer des gouttes de volume de I'ordre du 
nanolitre, 

- des moyens pour deplacer la micropipette piezoelectrique selon au moins deux 

axes Y, Z perpendiculaires de sorte qu'elle puisse venir prelever dans chaque (||) 
25 receptacle rempli des premiere et deuxieme plaques d'alimentation (110, 120), la 
quantite determinee d'un composant, et 

- des moyens de deplacement relatif (101) de la micropipette piezoelectrique (141 ; 
142) et de la plaque d'echantillons (130), associes a des moyens de declenchement 
de tir de la micropipette (141 ; 142) de maniere que cette derniere delivre au moins 

30 une goutte de composant dans chaque cavite de la plaque d'echantillons (130). 

2. Dispositif selon la revendication 1 , caracterise en ce que le deplacement 
relatif de la micropipette piezoelectrique (141 ; 142) et de la plaque d'echantillons 
(130), est continu et les moyens de declenchement de tir sont aptes a declencher 
des tirs de la micropipette a intervalles de temps reguliers en fonction de la vitesse 

35 constante de deplacement relatif de ladite micropipette (141 ; 142) et de la plaque 



d'echantillons (130), independamment de la presence ou non d'une cavite de la 
plaque d'echantillons (130) au droit de ladite micropipette. 

3. Dispositif selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que 
les moyens de deplacement relatif (110) ( sont des moyens d'avancement de la 
plaque d'echantillons (130) selon un axe X parallele aux lignes de la matrice (131) 
des cavites, et/ ou selon un axe Y parallele aux colonnes de la matrice (131) des 
cavites, la micropipette piezoelectrique (141 ; 142) restant fixe au-dessus de la 
plaque d'echantillons (130) pendant le remplissage desdites cavites. 

4. Dispositif selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que les 
moyens de deplacement relatif sont des moyens d'avancement de la micropipette 
selon des axes X et/ou Y paralleles respectivement aux lignes et aux colonnes de la 
matrice de cavites de la plaque d'echantillons qui reste fixe en dessous de ladite 
micropipette piezoelectrique, pendant le remplissage desdites cavites. 

5. Dispositif selon Tune des revendications 3 ou 4, caracterise en ce que 
les moyens d'avancement comprennent un moteur pas a pas ou a courant continu, 
et les moyens de declenchement de tir comprennent un compteur des pas du 
moteur apte a envoyer un signal de declenchement de tir tous les pas. 

6. Dispositif selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
que la micropipette piezoelectrique (141 ; 142) est apte a compter le nombre de 
gouttes qu'elle delivre et a s'arreter de tirer au bout d'un nombre determine de 
gouttes delivrees. 

7. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il comporte un plateau refrigerant supportant la plaque d'echantillons (130). 

8. Dispositif selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il est prevu au moins un systeme optique (161 ; 162) , tel que 
remission/reception d'une nappe laser, au droit de la plaque d'echantillons (130), 
apte a compter le nombre de gouttes delivrees a chaque tir de la micropipette 
piezoelectrique (141 ; 142), et a transmettre ce nombre a un dispositif de 
coordination pour qu'un ordre de second passage au droit d'une cavite ou plusieurs 
cavite(s), soit envoye a la micropipette lors d'un ecart constate entre le nombre de 
gouttes tirees comptabilise et le nombre de gouttes theorique prevu. 

9. Dispositif selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il comporte une autre micropipette piezoelectrique (142) identique a la premiere 
(141), les deux micropipettes (141 ; 142) fonctionnant en altemance. 
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10. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
qu'il comporte une station automatique de lavage (170) associee a chaque 
micropipette piezoelectrique (141 ; 142) assurant la decontamination de celle-ci. 

11. Dispositif selon la revendication 10, caracterise en ce que chaque 
5 station de lavage (170) comporte des moyens de remplissage de la micropipette 

piezoelectrique (141 ; 142) avec un liquide transporter non mixible a I'eau et des 
moyens optiques (171) de verification du bon remplissage de ladite micropipette 
(141 ; 142). 

12. Dispositif selon I'une des revendications precedentes, caracterise en ce 
10 que chaque micropipette piezoelectrique (141; 142) comporte deux parties 

conductrices separees par un materiau non conducteur, reliees en partie superieure 
a un systeme electrique, de sorte que lorsque I'orifice de la micropipette 
piezoelectrique entre en contact avec un composant d'un receptacle de la premiere 
ou de la deuxieme plaque d'alimentation, il se produit une fermeture du circuit 
15 electrique forme par !es deux parties conductrices reliees electriquement de ladite 
micropipette, qui commande I'arret du deplacement vertical de la micropipette. 

13. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 
quMI est prevu un moyen automatique (190) de depose d'un joint sur la plaque 
d'echantillons (130). 

20 14. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 

qu'il est prevu un moyen automatique a ventouses (180) de depose et de pose de 
couverdes sur les premiere et deuxieme plaques d'alimentation (110, 120) ainsi que 
sur la plaque d'echantillons (130) remplie. 

15. Dispositif selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce 

25 que les premiere et deuxieme plaques d'alimentation (110, 120) sont disposees 
selon I'axe X de part et d'autre de la plaque d'echantillons (130), I'ensemble 
desdites plaques (110, 120, 130) etant porte par un banc (110) mobile selon ledit 
axe X. 

16 Dispositif selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
30 caracterise en ce que la matrice (131) de cavites de la plaque d'echantillons (130) 
est une matrice carree avec N egal a M. 

17. Dispositif selon la revendication 16, caracterise en ce que ladite matrice 
(131) presente une largeur d'environ 5 cm, t en ce qu'elle comporte 100 colonnes 
et 100 lignes avec des cavites de largeur (di) egale a environ 400 urn, et de 
35 profondeur 'gale a environ 400-500 [im, deux cavites successives sur une ligne 
etant espacees d'une distance (d 2 ) egale a environ 150 ^m. 
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18. Dispositif selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il comporte d'autres recipients (151, 152) de composants 
differents disposes a proximite de la plaque d'echantillons (130). 
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